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Lyhenteet 
atDNA Humaani autosomaalinen DNA 
bp Emäspari (engl. base pair) 
CT Kynnyssykli eli kohta, jossa näytteen signaali ylittää taustansignaalin 
DNA Deoksiribonukleiinihappo 
Koetin qPCR:ssa käytetty fluoresoivalla värillä leimattu alukkeen kaltainen juos-
te. Siinä on vastinemäkset kohde-DNA:han alukkeiden välisellä monistet-
tavalla alueella (engl. probe) 
MGB Minor groove binder -proteiini 
PCR Polymeraasiketjureaktio 
qPCR Reaaliaikainen kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio 
RFU Laitekohtainen fluoresenssiyksikkö (engl. relative fluorescence unit) 
RSD% Suhteellinen keskihajonta 
RTL Rikostekninen laboratorio 
STR Short Tandem Repeat 
Y-DNA Y-kromosomaalinen eli miesperäinen DNA 
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1 Johdanto 
Opinnäytetyö tehtiin Keskusrikospoliisin Rikosteknisen laboratorion (RTL) DNA-
ryhmässä syksyllä 2012. RTL tuottaa rikosteknisen tutkimuksen asiantuntijapalveluita 
poliisille ja muun muassa poliisin taltioimat rikospaikkanäytteet tutkitaan siellä. Yhtenä 
tutkimusalana toimii DNA-ryhmä, joka määrittää DNA-tunnisteet rikospaikkanäytteistä 
ja rikoksista epäillyistä, sekä ylläpitää lainmukaista DNA-rekisteriä. RTL on akkreditoitu 
testauslaboratorio ja sen laatujärjestelmän tärkein tavoite on oikeusvarmuuden tur-
vaaminen.  
DNA-tunnisteen määritys on monivaiheinen prosessi, jonka yhtenä osana on ihmispe-
räisen DNA-pitoisuuden määritys. DNA-ryhmällä on käytössä reaaliaikaiseen kvantita-
tiiviseen polymeraasiketjureaktioon (qPCR) perustuva menetelmä näytteiden sisältä-
män ihmisperäisen autosomaalisen DNA-pitoisuuden (atDNA) määrittämistä varten, 
minkä avulla optimoidaan näytteen DNA-pitoisuus PCR-reaktioon DNA-tunnisteen 
määrittämiseksi. Tämän lisäksi lähinnä seksuaalirikosnäytteistä halutaan määrittää 
myös niiden mahdollisesti sisältämä Y-kromosomaalinen eli miesperäinen DNA (Y-
DNA) ja sen pitoisuus näytteessä sekä sen suhde näytteen sisältämään atDNA:han 
nähden. Tätä varten on tällä hetkellä käytössä erillinen kvantitointimenetelmä. Uuden 
Qiagenin valmistaman Investigator® Quantiplex HYres Kitin avulla näytteistä voidaan 
kvantitoida yhdellä menetelmällä sekä ihmisperäinen autosomaalinen että Y-
kromosomaalinen DNA-pitoisuus, mikä säästäisi aikaa ja resursseja. Uudelta mene-
telmältä toivotaan myös parempaa herkkyyttä ja tarkkuutta. 
Opinnäytetyön tavoitteena oli verifioida uusi menetelmä eli suorittaa mittaukset, joiden 
perusteella Investigator® Quantiplex HYres Kitin voidaan todentaa toimivan odotetusti 
DNA-ryhmän laboratoriossa, minkä jälkeen menetelmä voidaan ottaa käyttöön, sekä 
hakea sille akkreditointia. Verifiointi toteutettiin mukaillen SFS-EN ISO/IEC 17025 -
standardin ohjeistusta, ja uutta menetelmää verrattiin laboratoriossa tällä hetkellä käy-
tössä oleviin menetelmiin: Y-DNA:n pitoisuudenmääritysmenetelmään Quantifiler™ Y 
Human Male DNA Quantitation Kit ja atDNA:n pitoisuudenmääritysmenetelmään Inves-
tigator® Quantiplex Kit. Vertailulla voidaan varmistua riittävästä herkkyydestä, tarkkuu-
desta ja selektiivisyydestä. 
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Vertailun lisäksi määritettiin tulosten toistettavuus ja mittausalueen lineaarisuus. Varsi-
naista menetelmänkehitystä ei tarvinnut enää tehdä, sillä uusi menetelmä toimii samoil-
la laitteilla ja samoilla asetuksilla kuin jo käytössä oleva atDNA-menetelmä. Koska val-
mistaja on validoinut tuotteen, ei työssä perehdytä menetelmän selektiivisyyteen peri-
män vaihtelun osalta, kuten esimerkiksi maantieteelliseen vaihteluun tai eläinperäiseen 
DNA:han. 
RTL:ssa DNA:n eristykseen on tällä hetkellä käytössä useampi menetelmä, joista osa 
perustuu robotiikkaan. Menetelmän soveltuvuus halutaan kuitenkin testata seksuaaliri-
kosnäytteille, jotka eristetään tällä hetkellä Chelex 100® -menetelmällä. Työssä ei siksi 
kiinnitetä enempää huomiota robotiikkaan perustuviin DNA:n eristysmenetelmiin, vaik-
ka työssä käytettiin myös näillä menetelmillä eristettyjä näytteitä.  
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2 Teoria 
Rikospaikkanäytteet, joista DNA:ta voidaan tutkia, ovat yleensä kosketusnäytteitä, ver-
ta, sylkeä tai muita eritteitä sisältäviä näytteitä, joista voidaan eristää ihmisen tumallisia 
soluja ja niiden sisältämä kromosomaalinen DNA. Näytteet taltioidaan RTL:ssa tavalli-
siin 1,5 ml eppendorf-putkiin, joissa ne toimitetaan eristyslaboratorioon. Näytteistä eris-
tetään DNA ioninvaihtoon perustuvalla Chelex® 100 -menetelmällä, ja näytteen DNA-
pitoisuus määritetään qPCR-menetelmällä, jonka tulosten perusteella näyte laimenne-
taan sopivaan pitoisuuteen DNA-tunnisteen määrittämiseksi Short Tandem Repeat 
(STR) PCR -menetelmällä. 
Vaihtelevan alkuperän vuoksi näytteet saattavat sisältää PCR:ta inhiboivia molekyylejä. 
Tällaisia inhibiittoreita, jotka estävät polymeraasientsyymin toimintaa, on esimerkiksi 
indigo, jota käytetään farkkujen ja muiden kankaiden värjäyksessä, sekä veren hema-
tiini. Myös monet ympäristössä olevat molekyylit voivat toimia inhibiittoreina. Maaperän 
humushappo on yksi yleisimmistä inhibiittoreista, jotka tulevat ympäristöstä. [1 s. 150 –
151.] 
Näyte voi sisältää myös toisen ihmisen DNA:ta, joka on tullut esimerkiksi ympäristöstä, 
asianomistajasta tai huolimattomasta näytteenkäsittelystä. Jälkimmäistä voidaan osak-
si ehkäistä työtavoilla ja laboratorion sisäisiä kontaminaatioita voidaan seurata negatii-
visten kontrollien avulla [1 s. 152–154]. Monesti tiedetään jo valmiiksi näytteen mahdol-
lisesti sisältävän useamman ihmisen DNA:ta, jolloin sitä kutsutaan sekoitusnäytteeksi. 
Tällaisia voi esimerkiksi olla väkivalta- tai seksuaalirikoksissa asianomistajasta kerätyt 
näytteet, jotka mahdollisesti sisältävät myös epäillyn DNA:ta. 
Sekoitusnäytteestä voidaan määrittää autosomaalinen DNA-tunniste STR-PCR-
menetelmällä, jolloin sekoitusnäytteen sisältämien DNA-pitoisuuksien suhteen ei tulisi 
olla enempää kuin 1:20, jotta siitä voisi erottaa myös vähäisemmän osapuolen DNA-
tunnisteen [1 s. 154 –155]. Käytännössä kuitenkin on huomattu entistä herkempien 
menetelmien takia suhteen olevan noin 1:10, koska tämän jälkeen heikompi DNA-
pitoisuus ei enää erotu vahvan DNA-pitoisuuden takia. Mikäli tällaisessa sekoitusnäyt-
teessä on miehen ja naisen DNA:ta sekaisin, kuten seksuaalirikosten näytteissä usein 
on, voidaan pieni määrä miehen DNA:ta erottaa autosomaalisen DNA:n tunnistusme-
netelmällä vain heikosti, koska asianomistajan, eli naisen, DNA-tunniste on niin vahva. 
Tällöin voidaan määrittää Y-kromosomaalinen tunniste Y-STR-menetelmällä, joka on 
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periaatteeltaan samanlainen kuin autosomaalinen DNA:n STR-menetelmä, mutta mo-
nistettavat alueet periytyvät vain Y-kromosomissa. 
2.1 DNA-tunniste 
DNA-tunniste saadaan monistamalla eristetystä DNA-näytteestä tiettyjä alueita polyme-
raasiketjureaktiossa, ja näiden alueiden kokovaihtelu määritetään kapillaarielektrofo-
reesilla. Tällä hetkellä ihmisen tunnistamiseen tarkoitetut menetelmät suosivat niin kut-
suttuja Short Tandem Repeat -alueita, joilla tarkoitetaan ihmisen perimästä löytyviä 
alueita, joissa toistuu kahdesta kuuteen emäsparin jakso tyypillisesti kymmeniä kertoja. 
Näitä alueita kutsutaan myös mikrosatelliitti DNA:ksi. Nämä jaksot sijaitsevat pitkin ge-
nomia alueilla, jotka eivät koodaa mitään geeniä. Näiden alueiden monistamiseksi löy-
tyy monia kaupallisia tuotteita, joita on kehitetty hyvin herkiksi, ja niihin lisättävän 
DNA:n määrä onkin yleensä vain 0,5 –1 ng reaktiota kohden. Ylimäärä DNA:ta saattaa 
inhiboida monistusta tai tulos on ylivahva, jolloin sitä ei voida tulkita. Liian vähäinen 
määrä DNA:ta puolestaan aiheuttaa vajaan tunnisteen. Näiden takia onkin tärkeää sel-
vittää näytteen sisältämän DNA:n pitoisuus ennen DNA-tunnisteen määritystä. [1 s. 
85–122.] 
2.2 DNA:n eristys Chelex 100® -menetelmällä 
Bio-Radin Chelex 100® on DNA:n eristys menetelmä, joka perustuu ioninvaihtoon, jos-
sa Chelex-hartsi kelatoi moniarvoisia metalli-ioneja esimerkiksi magnesiumia. DNA:ta 
pilkkovat nukleaasit tarvitsevat magnesiumia toimiakseen ja inaktivoituvat metallin si-
touduttua Chelex-hartsiin, jolloin eristettävä DNA on suojassa näiltä entsyymeiltä. [1 s. 
42– 43.] 
Näytettä inkuboidaan ensin vedessä noin tunnin ajan, jolloin siitä liukenee veteen inhi-
boivia molekyylejä, kuten proteiineja, veren hemiä ja niin edelleen. Näytettä vortexoi-
daan lyhyesti muutamia kertoja inkuboinnin aikana, ja tällä tehostetaan solujen ja mui-
den molekyylien irtoamista näytemateriaalista.  Näytteestä irronneet solut sentrifugoi-
daan pohjaan, ja inhiboivia molekyylejä, kuten esimerkiksi veren hemiä, sisältävä nes-
tefaasi pipetoidaan pois siten, että solusakan päälle jää hieman vettä. Lisäksi mahdolli-
nen näytemateriaali, kuten esimerkiksi pumpulipuikko, jätetään näytteeseen. [1 s. 44.] 
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Näytteeseen lisätään Chelex-liuosta ja proteinaasi K -entsyymiä, ja näytettä vorteksoi-
daan lyhyesti. Solut rikotaan inkuboimalla näytettä + 56  C:n hauteessa, jolloin tuman 
sisällä oleva DNA vapautuu. Näytettä sekoitetaan hauteen jälkeen vorteksoimalla, ja 
sakka sentrifugoidaan putken pohjalle.  Solukalvot ja solun proteiinit hajotetaan lopulli-
sesti inkuboimalla näytettä lyhyesti + 96  C:n hauteessa, jolloin myös DNA:n kaksois-
juoste saadaan avattua. Lopuksi näyte vorteksoidaan hyvin, ja sakka sentrifugoidaan 
putken pohjalle, jolloin yksijuosteinen DNA jää ylempään vesifaasiin. [1 s. 44.] 
2.3 qPCR 
Jotta DNA-tunniste voitaisiin määrittää herkällä STR-PCR-menetelmällä, täytyy näyt-
teen sisältämän DNA:n pitoisuus tuntea. DNA-pitoisuuden määrittämiseksi on olemas-
sa useita erilaisia menetelmiä, mutta fluoresoivien väriaineiden käyttö reaaliaikaisen 
PCR-menetelmän yhteydessä on todettu tehokkaimmaksi [2 s. 3]. Tämä menetelmä 
mittaa lisääntyvän fluoresenssin määrää reaktion edetessä, ja mittaustulosten perus-
teella voidaan laskea reaktioon viedyn DNA:n pitoisuus, joka siis vastaa näytteen DNA- 
pitoisuutta. Laskutoimitus perustuu reaktiokinetiikkaan. Fluoresenssin muutosta reakti-
ossa voidaan seurata reaaliajassa tietokoneohjelman avulla. [1 s. 75 – 79.] 
Mitattavan fluoresenssin aikaansaamiseksi reaktiossa käytetään koetinta, joka on lei-
mattu fluoresoivalla väriaineella, tai väriainetta, joka fluoresoi kiinnittyessään DNA:n 
kaksoisjuosteeseen. Yleisin käytetty koetin on TaqMan® probe, joka on maksimissaan 
kolmenkymmenen emäksen pituinen DNA-juoste, jonka 5’-päähän on sidottu reportte-
riväriaine ja 3’-päähän on sidottu fluoresenssin vaimentava väriaine (quencher) [2 s. 
22– 23]. TaqMan® proben käyttö perustuu Taq DNA polymeraasientsyymin 5’ hydro-
lyysiominaisuuteen, jonka ansiosta se hydrolysoi monistettavan DNA:n kanssa sitoutu-
neen koettimen, jolloin reportteriväri vapautuu estäjäväristä [2 s. 23]. Vapautuessaan 
reportteriväri emittoi sille ominaisen aallonpituuden valoa, joka voidaan detektoida [2 s. 
23]. Koska koetin sisältää vastinjuosteen monistettavalle DNA:lle, se on hyvin luotetta-
va DNA-pitoisuuden mittaamiseen.  SYBR® Green I on eniten käytetty DNA:n kaksois-
juosteeseen sitoutuva fluoresoiva väriaine, jonka huonona puolena on, että se sitoutuu 
myös epäspesifiseen DNA:han ja on siksi epäkäytännöllinen tarkkaan DNA-pitoisuuden 
määritykseen [2 s.16 –17]. 
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Viime vuosituhannen lopulla kehitettiin Scorpions-alukkeet, joissa tavallisen alukkeen 
5’-päähän on sidottu koetin, joka muodostaa päähän häntämäisen silmukan. Silmukka 
muodostuu, koska fluoroforin ja quencherin jälkeen ennen kohde-DNA:lle spesifistä 
emäsjaksoa on lyhyet, toisilleen komplementaariset emäsjuosteet, jotka ovat hybridi-
soituneet toisiinsa kiinni. Nämä alukkeet toimivat samalla tavalla kuin tavalliset aluk-
keet, ja polymeraasientsyymi kopioi templaattina olevan juosteen. Kun PCR-syklissä 
tulee ekstensiovaiheen jälkeinen denaturaatiovaihe ja DNA:n kaksoisjuoste avautuu, 
avautuu myös alukkeen häntä, ja tällöin koetin kiinnittyy sille komplementaariselle alu-
eelle kohde-DNA:han. Koska aluke ja koetin on liitetty yhdeksi molekyyliksi, on tämän 
katsottu olevan tarkempi vapaiden koettimien käyttöön nähden. Kuvassa 1 on esitetty 
Skorpions-alukkeen periaate yksinkertaistetusti. [3.] 
 
Kuva 1. Scorpions-aluke ennen kuin se on sitoutunut kohde DNA:han (A) ja koetin sitoutunee-
na kohde DNA:han (B). Kuvassa tummanvihreällä kohde-DNA:lle komplementaarinen koe-
tin, sinisellä toisilleen komplementaariset emäsjuosteet, joiden avulla silmukka muodostuu, 
ja violetilla aluke, joka on komplementaarinen kohde-DNA:lle ja sitoutuu siihen annealing-
vaiheessa. Tähti on fluoresoiva leima ja kolmio on quencher. 
qPCR-laitteistossa tavalliseen PCR-laitteistoon on yhdistetty detektori, joka mittaa fluo-
resenssia jokaisen syklin jälkeen. Mittaushetki riippuu siitä, mikä fluoresoiva menetel-
mä on käytössä. Mitatuista fluoresensseista piirtyy tietokoneohjelman avulla kuvaaja, 
jota kutsutaan monistuskäyräksi. Monistuskäyrässä on havaittavissa neljä vaihetta, 
jotka esitetty kuvassa 2. A on pohjaluku, joka kuvaa taustan aiheuttamaa fluoresenssia; 
B on eksponentiaalinen vaihe, jonka jokaisessa syklissä jokaista templaattia kohden 
syntyy kaksi identtistä kaksoisjuostetta, ja fluoresenssin määrä kasvaa tämän johdosta 
eksponentiaalisesti; C on lineaarinen vaihe, jossa käyrän nousu hidastuu, koska reakti-
ossa ei enää synny tuotetta eksponentiaalisesti; D on plateau-vaihe, jolloin fluoresens-
sin kasvu reaktiossa loppuu. [2 s. 9.] 
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Kuva 2. qPCR:n monistuskäyrän neljä eri vaihetta ja kynnystaso (engl. treshold). 
Mitattu fluoresenssi ilmoitetaan laitekohtaisena fluoresenssiyksikkönä (RFU) [4 s. 167]. 
Tämä yksikkö ei ole vertailukelpoinen eri laitteiden välillä, koska eri laitteet käyttävät 
erilaista tapaa mitata fluoresenssia. Tämän takia qPCR:n analyysissä käytetään kyn-
nyssykliarvoa (CT), joka on se sykli, jossa DNA-tuotteen antama fluoresenssi leikkaa 
kynnystason. Ennen tulosten analysointia täytyy määrittää kynnystaso (engl. 
threshold), joka erottaa taustan signaalin mitattavista signaaleista (kuva 2). Kynnystaso 
tulee asettaa monistuskäyrän eksponentiaaliseen kasvuvaiheeseen siten, että taustan 
signaali jää sen alle. Uusimmissa qPCR-ohjelmistoissa tietokone laskee reaktiolle op-
timaalisimman kynnystason. Kun kynnystaso on asetettu, jokaisella näytteellä on oma 
kynnyssykliarvo. Kynnyssykliarvon avulla voidaan määrittää fluoresenssin suhde näyt-
teen DNA-pitoisuuteen. Kynnyssykliarvo on suoraan verrannollinen näytteen sisältä-
mään DNA-pitoisuuteen. Mitä suurempi DNA-pitoisuus näytteessä on, sitä aikaisemmin 
fluoresenssi nousee ja sitä pienemmän kynnyssylkiarvon näyte saa. [2 s. 51.] 
Kvantitatiivinen analyysi perustuu jokaisessa määrityksessä mukana oleviin laimen-
noksiin DNA:sta, jonka pitoisuus tunnetaan. Näiden standardinäytteiden tuloksista ana-
lyysiohjelma määrittää standardisuoran kuvaajan, jossa syklien lukumäärä on Y-
akselilla ja standardinäytteen DNA-pitoisuus logaritmisella asteikolla esitettynä on X-
akselilla. Analyysiohjelma laskee standardisuoran yhtälön avulla jokaiselle näytteelle 
sen kynnysarvon mukaisen DNA-pitoisuuden. Standardisuorasta saadaan myös lisätie-
toa reaktiosta. Reaktion tehokkuus voidaan laskea standardisuoran kulmakertoimen 
avulla ja sen tulisi olla yli 90 %, tai voidaan käyttää suoraan kulmakerrointa, jonka tulisi 
olla mahdollisimman lähellä arvoa –3,32. [2 s. 40– 43; 5 s. 99–101.] 
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2.4 Verifioinnin parametrit 
Akkreditoituna laboratoriona RTL validoi kaikki uudet menetelmät, joita ei ole standar-
disoitu. Tämä perustuu testauslaboratorion pätevyydelle asetettuihin vaatimuksiin. Va-
lidoinnin tarkoituksena on osoittaa menetelmän toimivan sille asetetuissa rajoissa. Va-
lidoinnin laajuus riippuu menetelmän käyttötarkoituksen asettamista rajoista, ja se voi-
daan rajata menetelmäkohtaisesti. Vertailumenetelmän käyttö on yksi hyväksytyistä 
menettelyistä validoitavan menetelmän suorituskyvyn pätevyyden osoittamiseksi. [6.] 
Koska valmistaja on jo perusteellisesti validoinut menetelmän, ei menetelmää ole tar-
peen validoida täysin, ja tällöin voidaan puhua verifioinnista [7]. Verifioinnin parametrit 
määritettiin siten, että niillä voitaisiin todentaa menetelmän mittauskyky sekä atDNA:lle 
että Y-DNA:lle. Tämän lisäksi haluttiin määrittää oman laboratorion oloissa myös me-
netelmän toistettavuus, lineaarinen mittausalue ja selektiivisyys sekoitusnäytteissä. 
Menetelmän herkkyys ja tarkkuus 
Validointiraportissaan valmistaja on määritellyt menetelmän mittausalueelle tietyn herk-
kyyden ja tarkkuuden [8]. Työssä tutkitaan vertailukokein pystytäänkö oman laboratori-
on olosuhteissa DNA-pitoisuus määrittämään luotettavasti alueella 0,0016–125 ng/µl 
sekä Y-DNA:n että atDNA:n osalta. Testit nimettiin vertailutesteiksi, sillä ne tehdään 
myös laboratoriossa jo käytössä olevilla menetelmillä, joihin uuden menetelmän tulok-
sia verrataan. Menetelmien antamista tuloksista lasketaan jokaiselle laimennokselle 
rinnakkaismääritysten yhdistetty keskiarvo ja yhdistetty keskihajonta, joita verrataan 
menetelmien kesken.  Menetelmän riittävä herkkyys ja tarkkuus voidaan todeta silloin, 
jos menetelmä on verrattavissa vanhoihin menetelmiin tai tulokset ovat jopa parempia. 
Yhdistetty keskihajonta,  ̅ , lasketaan useiden määrityssarjojen (k) keskiarvoista kaa-
valla 
 ̅  
    ̅      ̅          ̅
    
, jossa    (1)  
 
 ̅  =määrityssarjan havaintojen keskiarvo 
n1…=havaintojen määrä sarjassa 
ntot=havaintojen kokonaismäärä. 
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Kun havaintojen n määrä eri sarjoissa on likimain sama, yhdistetty keskihajonta sC, 
lasketaan useiden määrityssarjojen (k) keskihajonnoista kaavalla 
   √
              
 
 , jossa    (2) 
s1…=määrityssarjan havaintojen keskihajonta 
Lineaarinen mittausalue 
Lineaarinen mittausalue merkitsee tulosten luotettavuutta tietyllä pitoisuusalueella. Mit-
tausalueen lineaarisuutta tutkitaan kuvaajan avulla, jossa syklien lukumäärä on esitetty 
pitoisuuden funktiona. Kun kuvaajalle määritetään suora, sen korrelaatiokerroin R2 il-
moittaa syklin (CT) suhteen mitattuun pitoisuuteen. [9 s. 28.] Mittausalue on lineaarinen, 
kun korrelaatio on 1 tai mahdollisimman lähellä sitä [10 s. 101].  
Tulosten toistettavuus 
Tulosten toistettavuus tarkoittaa todennäköisyyttä saada samasta näytteestä sama 
tulos samoissa olosuhteissa, kun esimerkiksi aika on muuttuva tekijä [9 s. 37]. Toistet-
tavuutta voidaan kuvata esimerkiksi suhteellisen keskihajonnan (RSD%) avulla. Suh-
teellinen keskihajonta lasketaan kaavalla 
     
 
 ̅
     , jossa    
 (3) 
 ̅=määrityssarjan havaintojen keskiarvo 
s= määrityssarjan havaintojen keskihajonta. 
Selektiivisyys 
Selektiivisyys määrittelee menetelmän kyvyn antaa oikeita tuloksia analysoitavasta 
materiaalista silloinkin, kun näyte sisältää määritystä häiritseviä komponentteja. Ana-
lysoitavalle materiaalille täysin selektiivinen menetelmä on myös täysin spesifinen, mi-
kä on hyvin harvinaista. [9 s. 27.] Käytettäessä Y-kromosomaaliseen DNA:han perus-
tuvia menetelmiä, on aina tärkeää testata menetelmän selektiivisyys siten, että näyt-
teessä on miehen DNA:n lisäksi paljon naisen DNA:ta [1 s.204–206]. 
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3 Menetelmät 
Investigator® Quantiplex HYres Kit (myöh. HYres) on Qiagenin valmistama kaupallinen 
qPCR-tuote, jolla voidaan määrittää samaan aikaan sekä Y-DNA:n että atDNA:n pitoi-
suus näytteessä. Valmistaja on pyrkinyt kehittämään menetelmän rikosteknisen tutki-
muksen vaatimuksia vastaavaksi, ja Y-kromosomista sekä ihmisen autosomaalisesta 
perimästä on pyritty löytämään helposti monistettavat jaksot, joissa olisi mahdollisim-
man vähän vaihtelua eri ihmisten välillä myös esimerkiksi maantieteellisestä perimän 
vaihtelusta huolimatta. Y-DNA:n monistettava alue on 129 emäsparia (bp) ja atDNA:n 
monistettava alue 146 bp. Molemmat kopioitavat alueet ovat niin kutsuttuja multicopy-
alueita, jotka toistuvat Y-kromosomissa (Y-DNA) tai genomissa (atDNA) moneen ker-
taan. Valmistaja on validoinut niin menetelmän kuin siinä käytetyt perimän alueet sekä 
laitteiston. [8.] 
Menetelmän detektio perustuu Scorpions-alukkeisiin, joiden spesifinen sitoutuminen 
kohde-DNA:han tekee menetelmästä erittäin selektiivisen. Alukeseos sisältää kolmella 
eri värillä leimattuja Scorpions-alukkeita Y-DNA:lle, atDNA:lle ja sisäiselle kontrollille. 
Sisäinen kontrolli on 200 bp:n synteettisesti valmistettu templaatti, joka reagoi her-
kemmin inhibitiota aiheuttaviin molekyyleihin reaktiossa kuin monistettavat ihmisen 
perimän alueet. Sisäisen kontrollin avulla voidaan varmistua onnistuneesta monistuk-
sesta. Kun CT -arvo on 31  1, ei inhibitiota esiinny, ja monistus on onnistunut. Tieto 
inhibitiosta voidaan hyödyntää STR-PCR:ta suunnitellessa. [11 s. 6 – 9.] 
Investigator® Quantiplex Kitin (myöh. Quantiplex) on myös Qiagenin valmistama qPCR-
tuote, ja sen periaate on sama kuin HYres:ssä, mutta sillä voidaan määrittää ainoas-
taan atDNA:n pitoisuus. Menetelmä on hieman edullisempi ja ajo vie hieman vähem-
män aikaa, minkä vuoksi se sopii paremmin rikospaikkanäytteistä eristetyn DNA:n pi-
toisuuden määritykseen rutiinikäytössä silloin, kun kyseessä ei ole sekoitusnäyte, josta 
tulisi määrittää Y-STR-tunniste. [12.] 
Molemmissa Qiagenin kemioissa on PCR:ta tehostavaan puskuriin perustuva reak-
tioseos, joka sisältää myös polymeraasientsyymin. Standardisuorat tehdään Control 
DNA Z1:stä, ja standardien laimennoksiin käytetään kemioiden mukana tulevaa Diluti-
on Bufferia, joka toimii myös negatiivisena kontrollina. Quantiplex:n käyttö eroaa DNA-
ryhmässä hieman valmistajan ohjeesta, koska reaktiotilavuutena käytetään 20 µl:a, kun 
valmistajan ohjeen mukaan tulisi käyttää 25 µl:n reaktiotilavuutta. Menetelmän on kui-
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tenkin todettu toimivan hyvin 20 µl:n reaktiotilavuudella ja menetelmä on jo validoitu 
RTL:ssa. [11; 12.] 
Yleisesti menetelmää verifioidessa tulisi verifiointiin ottaa myös mukaan menetelmässä 
käytetty laitteisto. Tässä työssä käytetyt laitteistot on jo verifioitu RTL:ssa jo käytössä 
olevien menetelmien verifioinnin yhteydessä. Pipetointirobotilla pystytään myös käyt-
tämään uudelle menetelmälle samaa ohjelmaa, kuin jo käytössä olevalle verifioidulle 
Quantiplex-menetelmälle, eikä työssä siksi ole tarvetta menetelmänkehitykselle tai uu-
delle laitetta koskevalle verifioinnille. Rotor-Gene® Q:lle puolestaan on menetelmien 
mukana saatu valmiit ajo-ohjelmat, joten menetelmää ei tältäkään osin tarvitse kehit-
tää. 
HYres- ja Quantiplex-kemioille käytettiin Qiagenin QIAgility™ -pipetointirobottia, jolla 
voidaan pipetoida sata qPCR-reaktiota noin puolessa tunnissa Rotor-Gene® Q:n Rotor 
Disc -reaktiorenkaalle. Pipetointirobotti käyttää ultraäänitekniikkaa ja sähkönjohtavuutta 
tunnistaakseen nestepinnan ja pyrkii pipetoimaan mahdollisimman läheltä sitä. Robotin 
mekaniikka on niin herkkä, että se tunnistaa meniskuksen ja osaa tarvittaessa säätää 
pipetoimistapaansa, mikäli näyte on viskoosia. [13.] Pipetointirobotin käyttö nopeuttaa 
laboratoriotyöskentelyä ja vähentää kontaminaatioriskiä, koska reaktiot pipetoidaan 
suljetussa, HEPA-suodattimella varustetussa tilassa. Kuvassa 3 on esitetty pipetointi-
robotti ulkoa ja sen työpöytä sisällä. 
  
Kuva 3. QIAgility™ ulkoa ja sisältä, jossa i on näyteblokki, ii on Rotor Disc -blokki ja iii stan-
dardiliuosten blokki. 
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Tietokoneella on QIAgilityn™ työpöytää vastaava ohjelmisto, joka on esitetty kuvassa 
4.  
 
Kuva 4. QIAgilityn ohjainohjelmiston työpöytä tietokoneella. 
Ohjainohjelmiston avulla pystytään paitsi hallinnoimaan PCR-reaktioiden pipetointia, 
myös näytteiden paikkatiedot siirtyvät ohjelmiston avulla Rotor-Gene® Q:lle, jolloin 
näytteiden ja tulosten sekoittumisen mahdollisuus pienenee. Näytteet luetaan tietoko-
neen ohjelmistoon ja asetetaan pipetointirobotin näyteblokkiin samalle paikalle kuin se 
on tietokoneen ohjelmistoon luettu. QIAgilitylle™ on tehty pipetointiohjelmat siten, että 
se tekee standardilaimennokset qPCR-reaktioiden pipetoinnin yhteydessä tai pipetoi 
qPCR-reaktiot ilman standardilaimennosten tekoa. Pipetointirobotin ohjelma pipetoi 
Qiagenin kemioihin kuuluvasta Control DNA Z1:stä (20 ng/µl) ohjeen mukaisen laimen-
nossarjan standardisuoraa varten [11; 12]. 
Qiagenin qPCR-kemioiden kanssa käytettiin yhteensopivaa Rotor-Gene® Q PCR-
laitetta. Laite on kehitetty reaaliaikaisen PCR:n eri sovelluksille ja eroaa perinteisistä 
PCR-laitteista monella tapaa. Kuoppalevyjen sijasta näytteet pipetoidaan reaktioren-
kaalle, joka asetetaan laitteen ajokammion roottoriin kuten kuvassa 5. Ajokammio toimii 
kiertoilmauunin tavoin, ja reaktiolämpötilaa säädetään ilman avulla joko lämmittäen 
ilmaa kannen metallielementtien avulla tai jäähdyttäen kierrättämällä viileämpää ilmaa 
ajokammioon venttiilien avulla. Laitteeseen on sisäänrakennettu sentrifuugi, joka mah-
dollistaa reaktioseoksen pohjaan spinnauksen myös ajon aikana. Sisäänrakennettuna 
on myös optinen järjestelmä fluoresenssin mittausta varten. Laitteiston pohjalla on tä-
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hän kuuluva LED-valonlähde, jonka avulla saadaan reaktiossa käytetty detektointike-
mia viritettyä korkeammalle energiatasolle. Samassa kohtaa laitteen kyljessä on linssi, 
jonka kautta fluoresenssi detektoidaan valonmonistusputken (engl. photomultiplier tu-
be) avulla. DNA-ryhmässä käytetyn laitteen detektointikemian viritys ja detektio on 
mahdollinen viidellä eri aallonpituudella. [14.] 
 
Kuva 5. Rotor-Gene Q:n ajokammio ja reaktiorengas. 
Valmistaja ei ole ilmoittanut HYres- tai Quantiplex-menetelmässä käytettäviä fluo-
resoivia väriaineita. Qiagenin kemioiden Y-DNA:n analysointi tehdään Rotor-Gene® Q 
PCR-laitteella käyttämällä punaista kanavaa, jolloin reportteriväri virittyy, ja signaali 
detektoidaan punaisen valon alueella ~650 nm. atDNA analysoidaan vihreän kanavan 
kautta, jolloin reportteriväri virittyy, ja signaali detektoidaan vihreän valon alueella ~500 
nm. Reaktion sisäinen kontrolli analysoidaan käyttämällä keltaista kanavaa, jolloin re-
portteriväri virittyy, ja signaali detektoidaan keltaisen valon alueella ~550 nm. [10 s. 
395; 11.] 
Ajossa ja tulosten analysoinnissa käytettiin valmistajan ohjeita. Kynnystaso pyrittiin 
määrittämään ohjelman automaattisella asetuksen haulla (engl. Auto-Find Treshold). 
Mikäli tämän jälkeen jokin näyte sai useamman kynnyssykliarvon (Multi CT), säädettiin 
kynnystaso käsin, kunnes kaikilla näytteillä oli yksi CT-arvo. Standardisuoran korrelaa-
tiokertoimen tuli olla ~0,98 tai suurempi ja reaktiotehokkuuden >90 %. Ohjelmisto il-
moittaa nämä standardisuoran ikkunassa (kuva 6). 
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Kuva 6. HYres-ajon Y-DNA:n standardisuora ja siitä saatu tieto. 
Työssä käytettiin sadan kaivon reaktiorengasta, vaikka valmistaja suosittelee käytettä-
väksi seitsemänkymmenenkahden kaivon reaktiorengasta. Koska RTL:ssa käytössä 
oleva atDNA-kvantitointimenetelmä on verifioitu sadan reaktion renkaalle, laboratorion 
rutiinikäytäntöä haluttiin helpottaa pitäytymällä samassa reaktiorenkaassa. 
Quantifiler™ Y Human Male DNA Quantitation Kit:ssä (myöh. Quantifiler Y), Life Tech-
nologies, detektio perustuu FAM-värillä leimattuun TaqMan® MGM Probe:n aiheutta-
man fluoresenssin mittaukseen PCR:n ekstensiovaiheen jälkeen. Koettimen 3’ päähän 
on liitetty Minor groove binder -proteiini (MGB), joka lisää koettimen affiniteettiä kohde 
DNA:han. Tämän proteiinin ansiosta koettimen sulamislämpötila on korkeampi ja 
emästen lukumäärä saadaan pidettyä mahdollisimman alhaisena. Monistumisen onnis-
tumista voidaan seurata sisäisen kontrollin avulla, jota varten TaqMan® MGM Probe on 
leimattu VIC-värillä. [15.] 
Quantifiler Y-menetelmälle on käytössä kahden erillisen laitteen yhdistelmä, jossa läm-
poinkubaattorina toimii PTC-200-runko, ja detektio tapahtuu kanneksi liitetyn Chromo 
4™:n kautta (kuva 7), jonka mukana tulevan Opticon Monitor™ -analyysiohjelman avul-
la tulokset analysoidaan. [16; 17] 
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Kuva 7. PTC 200/Chromo 4 -laitteisto Quantifiler™ Y Human Male DNA Quantitation Kit -
menetelmää varten. 
Sekä ajossa että analysoinnissa käytettiin valmistajan ohjeita. Kynnystaso säädettiin 
käsin, ja standardisuoran kulmakertoimen tuli olla mahdollisimman lähellä –0,30:a, se-
kä korrelaatiokertoimen  0,98. Tarvittaessa poistettiin enintään kaksi standardinäyttei-
den saamaa arvoa, jotta standardisuora täytti tavoitteet. [16; 17]  
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4 Työn suoritus 
Työssä märitettiin uuden menetelmän lineaarinen mittausalue, menetelmän herkkyys, 
tarkkuus ja tulosten toistettavuus. Suurimpaan osaan määrityksistä käytettiin kaupallis-
ta Quantifiler™ Human DNA Standard -DNA:ta [15], josta tehtiin kahdeksan laimen-
noksen sarja, jotka nimettiin vertailutestinäytteiksi. Lisäksi valmistettiin itse DNA-
eristeitä, joiden avulla määritettiin menetelmän selektiivisyys vähäisen miesperäisen 
DNA:n osalta silloin, kun läsnä on suuri määrä naisperäistä DNA:ta. Tätä tarkoitusta 
varten valmistetut näytteet nimettiin sekoitusnäytteiksi 1 ja 2. Taulukossa 1 on esitetty 
näytteiden jakautuminen tutkittavien parametrien osalta. Lisäksi vertailtiin menetelmien 
välisiä eroja seksuaalirikosnäytteitä jäljittelevillä pilottinäytteillä. 
Taulukko 1. Näytteet, joilla tutkittiin valittuja parametreja. 
 
Vertailutestinäyt-
teet 
Sekoitusnäytteet 
1 ja 2 
Herkkyys x  
Tarkkuus x  
Lineaarinen mittausalue x  
Tulosten toistettavuus x  
Menetelmän selektiivisyys  x 
Työssä käytettiin näytteiden pitoisuuden määritykseen ennen varsinaisia testejä Inves-
tigator® Quantiplex -menetelmää. Näytteiden laimennoksiin käytettiin steriiliä TE-
puskuria (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA) pH 7,8. 
4.1 Näytteiden valmistus 
Vertailutestiin laimennettiin Quantifiler™ Human DNA Standard -DNA:sta kahdeksan 
laimennosta: 0,0016; 0,008; 0,04; 0,2; 1; 5; 25 ja 125 ng/µl. Laimennokset laskettiin 
kaavalla    
     
  
. Quantiplex -menetelmällä varmistettiin, ettei standardin pitoisuus 
ollut muuttunut valmistajan ilmoittamasta. Näytteet jaettiin kahteentoista erään ja pa-
kastettiin –       
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Sekä mies- että naisperäistä DNA:ta eristettiin pumpulipuikkoon (pp) kerätyistä suun 
limakalvon näytteistä. Näytteet nimettiin seuraavasti: miesperäinen näyte: M (12 pp) ja 
naisperäinen näyte: F (13 pp). Näytteet taltioitiin eppendorf-putkiin ja DNA eristettiin 
Chelex 100® -menetelmällä. Näytteiden DNA-pitoisuus määritettiin Quantiplex-
menetelmällä. Näytteen F DNA-pitoisuus ei yltänyt odotetulle tasolle, joten näyte kon-
sentroitiin kahteen kertaan Microcon-menetelmällä, jonka jälkeen pitoisuus määritettiin 
uudelleen. 
Näistä eristeistä F (66,8 ng/µl) ja M (3,59 ng/µl) valmistettiin sekoitusnäytteet. Taulu-
kossa 2 on esitetty mies- ja naisperäisten näytteiden pitoisuudet ja suhteet sekoitus-
näytteissä 1. Jäljempänä näytteistä käytetään vain niiden suhdelukua. 
Taulukko 2. Sekoitusnäytteet 1. 
Suhdeluku Miesperäisen näytteen pitoisuus ng/µl Naisperäisen näytteen pitoisuus ng/µl 
1:0 0,02 0 
1:2 0,02 0,04 
1:20 0,02 0,4 
1:200 0,02 4 
1:500 0,02 10 
1:1 000 0,02 20 
Näytteiden valmistamiseksi tehtiin näytteestä F laimennossarja 40; 20; 8; 0,8; 0,08 
ng/µl ja näytteestä M laimennukset 0,04 ja 0,02 ng/µl. Näytteet valmistettiin pipetoi-
malla 50 prosenttia näytteen M laimennosta 0,04 ng/µl ja 50 % kutakin laimennosta 
näytteestä F. Näytteet jaettiin neljään erään ja pakastettiin –     :een. 
Näytteiden F ja M DNA-pitoisuudet määritettiin uudelleen Quantiplex-menetelmällä, ja 
niistä valmistettiin sekoitusnäytteet 2 taulukon 3 mukaisesti.   
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Taulukko 3. Sekoitusnäytteet 2, kun näytteen F pitoisuudeksi määritettiin ~33 ng/µl ja näyt-
teen M pitoisuudeksi ~3,3 ng/µl. 
Suhdeluku Miesperäisen näytteen pitoisuus ng/µl Naisperäisen näytteen pitoisuus ng/µl 
1:0 0,06 0 
1:5 0,06 0,3 
1:50 0,06 3 
1:500 0,06 30 
0:1 0 33 
Näytteiden valmistamiseksi tehtiin näytteestä M laimennokset 0,6 ng/µl ja 0,06 ng/µl, 
joilla näyte F laimennettiin kuhunkin pitoisuuteen. Sekoitusnäytteet 2 säilytettiin jää-
 aa i  a         a ennen mittauksia. 
4.2 Testiajot 
Vertailutestit suoritettiin kullakin kolmella menetelmällä siten, että jokaista ajoa varten 
sulatettiin vertailutestinäytteet samana päivänä tehtäville ajoille, ja näytteitä säilytettiin 
jääkaapissa + 4 °C ennen ajoa. Näytteet sekoitettiin vorteksoimalla ja sentrifugoitiin 
13 000 rpm 3 min ennen ajoa. HYres:llä vertailutestit tehtiin kolmena eri päivänä siten, 
että kahtena päivänä tehtiin kaksi testiajoa ja kolmantena yksi testiajo. Jokaisena päi-
vänä tehtiin uudet standardit, jottei esimerkiksi viikonloppu välissä vaikuttaisi standar-
dien pitoisuuteen. Ajot nimettiin HYres_A1, HYres_A2 ja niin edelleen. Quantiplex:llä 
vertailutestit tehtiin kahtena eri päivänä. Ajot nimettiin Quantiplex_A1 ja Quantiplex_A2. 
Quantifiler Y:llä vertailutestit tehtiin kolmesti, koska myös Master Mix jouduttiin pipetoi-
maan jokaiseen kuoppaan käsin, mikä oletettavasti aiheutti tuloksiin enemmän hajon-
taa. Kaksi ajoa tehtiin samana päivänä ja kolmas ajo eri päivänä. Ajot nimettiin Quanti-
filer Y_A1, -A2 ja -A3. Vertailutesteissä jokaiseen ajoon tehtiin viidet rinnakkaiset mää-
ritykset kustakin laimennoksesta. 
Sekoitusnäytteiden 1 kanssa ajettiin myös näytteen F laimennokset 0,08 ‒ 40 ng/µl. 
Näytteet ajettiin sekä HYres- että Quantiplex-kemioilla. Sekoitusnäytteet 2 ajettiin kai-
killa työssä käytetyillä kemioilla. Näytteet sekoitettiin vorteksoimalla ja sentrifugoitiin 
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13 000 rpm 3 min ennen ajoa. Kaikista sekoitusnäytteistä tehtiin viidet rinnakkaiset 
määritykset jokaiseen ajoon. 
Oikeiden rikospaikkanäytteiden sijasta testiin valittiin niin kutsutut pilottinäytteet, joita 
laboratoriossa oli tehty toista opinnäytetyötä varten. Näytteet oli valmistettu spermasta 
ja epiteelisoluista siten, että ne jäljittelivät ominaisuuksiltaan oikeita seksuaalirikosnäyt-
teitä, jolloin miehen DNA:ta on vain vähän ja naisen DNA:ta paljon. [18.] Näytteet valit-
tiin siten, että niissä olisi eri määriä miesperäistä DNA:ta ja toisaalta miesperäisen 
DNA:n suhde naisperäiseen DNA:han olisi vaihteleva. Näytteistä tehtiin kahdet rinnak-
kaismääritykset HYres-kemioilla, ja yhdet määritykset Quantifiler Y -kemioilla. Näytteis-
tä tehtiin kvantitoinnin jälkeen Y-STR-PCR, johon kaikki näytteet pipetoitiin laimenta-
mattomina, paitsi näytteestä 1205505703 tehtiin myös 1:3-laimennos. 
Testiajojen analysoinnissa käytettiin valmistajan ohjeita Investigator® Quantiplex HYres 
Kitille ja Investigator® Quantiplex Kitlle [11; 12]. Quantifiler™ Y Human Male DNA Quan-
titation Kitin tulokset analysoitiin Chromo 4™ ohjeen mukaan [17]. Menetelmien teo-
riaosuudessa on eritelty tärkeimmät analyysissä huomioon otetut seikat.  
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5 Tulokset ja tulosten tulkinta 
Vertailutesteillä haluttiin selvittää menetelmän herkkyys, tarkkuus, lineaarinen määri-
tysalue ja toistettavuus. Vertailutestien tulokset ovat liitteessä 1, ja tulokset on käsitelty 
suurimmaksi osaksi mitatun fluoresenssin perusteella määritetystä DNA-pitoisuudesta. 
Lineaarisuutta tutkittiin CT -arvon perusteella. 
Tuloksissa ei ole huomioitu liitteessä 1 viivalla merkittyjä tuloksia, joiden määrityksessä 
havaittiin ongelmia. HYres_A1 näytteen 25 ng/µl viidenteen kaivoon ei ollut pipetoitu 
Master Mixiä, eikä tulosta siten saatu. HYres_A4-ajossa 0,04 ng/µl näytteen Y-DNA-
arvo jouduttiin hylkäämään, koska monistuskäyrä leikkasi kynnystason kahdesti, jota ei 
voitu korjata kynnystasoa nostamalla. Nollatulokset on esitetty liitteessä tyhjinä.  
5.1 Herkkyys ja tarkkuus 
Tuloksista laskettiin jokaisen näytteen yhdistetty keskiarvo (  C) ja yhdistetty keskihajon-
ta (sC,), jotka laskettiin kaavalla 2 ja 3 kaikilla kolmella menetelmällä, ja ne on esitetty 
taulukossa 4. Ajojen yksittäiset tulokset on esitetty liitteessä 1. 
Taulukko 4. Näytteiden yhdistetty keskiarvo ja yhdistetty keskihajonta vertailutesteissä. 
Näyte 
 
Quantiplex HYres atDNA HYres Y-DNA Quantifiler Y 
0,0016 ng/µl 
 
  C 0,0005 0,0009 0,0011 0,00003 
sC 0,0019 0,0026 0,0020 0,0001 
0,008 ng/µl 
 
  C 0,0053 0,0075 0,0059 0,0035 
sC 0,0028 0,0026 0,0009 0,0045 
0,04 ng/µl 
 
  C 0,0376 0,0409 0,0265 0,0203 
sC 0,0081 0,0086 0,0030 0,0058 
0,2 ng/µl 
 
  C 0,1828 0,1836 0,1279 0,1512 
sC 0,0239 0,0253 0,0174 0,0251 
1 ng/µl 
 
  C 0,8528 1,0830 0,7340 0,7088 
sC 0,2343 0,2380 0,1204 0,0948 
5 ng/µl 
 
  C 4,825 5,842 4,226 4,244 
sC 0,4629 0,7928 0,4701 0,5598 
25 ng/µl 
 
  C 22,46 23,40 22,66 21,70 
sC 4,434 3,664 3,638 1,872 
125 ng/µl 
 
  C 137,7 35,17 122,0 117,5 
sC 34,87 2,283 22,28 14,82 
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Yhdistetyistä keskiarvoista tehtiin kuvaajat menetelmien välisistä eroista, sekä ko-
konais-DNA:n että miesperäisen-DNA:n osalta. Kuvassa 8 on esitetty tulokset näytteis-
tä 0,0016 ja 0,008 ng/µl. 
 
Kuva 8. Vertailutestien yhdistetty keskiarvo ja keskihajonta näytteiden pitoisuuksilla 0,0016 ja 
0,008 ng/µl. 
Koska käytetty näyte oli miesperäistä DNA:ta, tulisi kaikkien menetelmien antaa suun-
nilleen samoja arvoja kullakin pitoisuudella. Kuvasta 8 on kuitenkin helppo nähdä, että 
uusi menetelmä on huomattavasti herkempi ja tarkempi pienillä DNA-pitoisuuksilla eri-
toten tällä hetkellä käytössä olevaan Y-DNA-menetelmään nähden. Sen sijaan atDNA -
pitoisuuksien ero selittyy sillä, että Investigator® Quantiplex Kitillä käytetty reaktiotila-
vuus poikkeaa hieman valmistajan suosittelemasta, eikä tulos näin ollen ole täysin ver-
tailukelpoinen. 
Kuvassa 9 on esitetty seuraavien kolmen pitoisuuden tulokset. 
0
0,002
0,004
0,006
0,008
0,01
0,012
0,0016 0,0080
M
it
a
tt
u
 k
o
n
s
e
n
tr
a
a
ti
o
 n
g
/µ
l 
Näytteen konsentraatio ng/µl 
Menetelmän herkkyys ja tarkkuus 
Quantiplex
HYres atDNA
HYres Y-DNA
Quantifiler Y
22 
  
 
Kuva 9. Vertailutestien yhdistetty keskiarvo ja keskihajonta näytteiden pitoisuuksilla 0,04–1,0 
ng/µl. 
Menetelmien tarkkuus paranee ja menetelmien väliset erot tasoittuvat hieman suu-
remmilla pitoisuuksilla kuvassa 9. Erityisen tarkastelun kohteena oleva Y-DNA saa jo-
takuinkin samansuuruisia arvoja molemmilla sen pitoisuutta mittaavilla menetelmillä. 
Uuden menetelmän tarkkuus on siten samaa luokkaa näillä pitoisuuksilla kuin jo käy-
tössä olevien menetelmien. 
Kuvassa 10 on esitetty kolmen suurimman pitoisuuden tulokset. 
 
Kuva 10. Vertailutestien yhdistetty keskiarvo ja -keskihajonta näytteiden pitoisuuksilla 5 –125 
ng/µl. 
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Kuva 10 kertoo, että Y-DNA:n osalta uusi menetelmä on edelleen hieman tarkempi. 
HYres:n atDNA:n mittaus ei puolestaan ole enää luotettava, kun DNA:n määrä on 125 
ng/µl. Sisäisen standardin monistumisessa huomattiin myös selkeitä eroja 125 ng/µl:n 
näytteiden kohdalla, joten näin suuri määrä DNA:ta inhiboi itse monistusta. Menetelmä 
kuitenkin antaa tarkkoja tuloksia ainakin 25 ng/µl:aan asti, mikä on enemmän, kuin 
valmistaja lupaa. 
Menetelmä on mitatulla alueella herkempi ja tarkempi Y-DNA:n määrityksessä kuin 
Quantifiler Y ja vertailukelpoinen Quantiplex:n kanssa aina 25 ng/µl:aan asti. HYres 
täyttää täten sille asetetut vaatimukset herkkyyden ja tarkkuuden osalta. 
5.2 Tulosten toistettavuus 
Tulosten toistettavuutta tutkittiin ajojen välisellä vaihtelulla. Näytteistä valittiin kolme 
pitoisuutta, joiden viidestä rinnakkaisnäytteestä laskettiin kaavalla 3 suhteellinen keski-
hajonta jokaisessa viidessä ajossa. Tulokset on esitetty kuvassa 11. 
 
Kuva 11. Kolmen eri pitoisuuden viiden rinnakkaisnäytteen suhteellinen keskihajonta viidessä 
rinnakkaisessa määrityksessä. 
Suhteellinen keskihajonta on jokseenkin tasaista ja laskee, kun DNA-pitoisuus nousee. 
Päivien välisten tulosten vaihtelu ei myöskään ole suurempaa kuin päivien sisäisten 
tulosten välinen vaihtelu. Menetelmän suhteellisen keskihajonnan vaihtelu on vähäi-
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sempää miesperäisen DNA:n määrityksessä, jolloin se antaa varmempia tuloksia. Tu-
lokset tukevat aikaisempia päätelmiä ja menetelmä on suhteellisen toistettava. 
5.3 Lineaarinen mittausalue 
Lineaarisen mittausalueen ulkopuolelle rajattiin atDNA:n suurin pitoisuus 125 ng/µl, 
koska tutkittaessa herkkyyttä havaittiin, ettei menetelmä enää mitannut tätä pitoisuutta 
luotettavasti. Jotta lineaarisuutta pystyttäisiin kuvaamaan selkeästi, käytettiin tuloksista 
määritettyä CT-arvoa, koska mitattu fluoresenssi ei ole vertailukelpoinen. Jokaiselle 
näytteelle laskettiin yhdistetty keskiarvo, jonka avulla lineaarisuus määritettiin (kuva 
12). 
 
Kuva 12. Menetelmän lineaarinen mittausalue. 
Kuva 9 kertoo, että menetelmä on lineaarinen Y-DNA:ta määritettäessä koko tutkitta-
valla alueella, kun R2 >0,999. atDNA:n osalta menetelmä on lineaarinen alueella 
0,0016-25 ng/µl, joskaan korrelaatiokerroin ei ole sittenkään yhtä hyvä kuin Y-DNA:n 
osalta. Menetelmän lineaarinen mittausalue täytti sille asetetut vaatimukset. 
5.4 Sekoitusnäytteet 
Sekoitusnäytteiden 1 tuloksista huomattiin, että näytteen F DNA-pitoisuus ei ollut enää 
sama kuin alkuperäisissä määrityksissä. Näyte sulatettiin ja sen pohjalla oli kiinteä pel-
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letti, joka oli havaittu aikaisemmin, muttei osattu odottaa sen vaikuttavan näin suuresti 
tuloksiin. Koska näytteet eivät olleet DNA-pitoisuudeltaan halutun kaltaisia, ei työtä 
jatkettu näiden näytteiden osalta.  Rinnakkaisnäytteiden pitoisuuksista laskettiin kes-
kiarvot, jotka on esitetty taulukossa 5. Alkuperäiset tulokset ovat liitteessä 2. 
Taulukko 5. Sekoitusnäytteet 1 näytteiden keskiarvopitoisuudet ng/µl. 
Näyte Quantiplex HYres atDNA HYres Y-DNA 
S_1:0 0,0128 0,0123 0,0156 
S_1:2 0,0337 0,0452 0,0197 
S_1:20 0,1724 0,2386 0,0158 
S_1:200 1,716 2,607 0,0109 
S_1:500 4,523 4,793 0,0053 
S_1:1000 9,335 10,05 0,0002 
F_0,08 ng/µl 0,0245 0,0372 0,0000 
F_0,8 ng/µl 0,2799 0,4414 0,0000 
F_8 ng/µl 3,664 4,642 0,0000 
F_20 ng/µl 9,977 10,26 0,0000 
F_40 ng/µl 19,96 17,33 0,0000 
Tuloksista tehtiin kuvaaja, jossa ovat näytteiden keskiarvot esitettynä pikogrammoina. 
Kuvassa 13 verrataan visuaalisesti Y-DNA-pitoisuuden määrityksen tarkkuutta näyt-
teessä silloin, kun läsnä on suuri määrä naisperäistä DNA:ta.  
 
Kuva 13. Sekoitusnäytteet 1, jossa miesperäistä DNA:ta 20 pg/µl ja naisperäistä DNA:ta nou-
sevassa suhteessa. 
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Kuvassa 13 näkyy selkeästi laskeva trendi miesperäisen DNA:n määrityksessä, kun 
naisen DNA:ta on huomattavasti enemmän. Tästä trendistä johtuen haluttiin tehdä uusi 
sekoitusnäytesarja, jossa miesperäistä DNA:ta olisi enemmän. Toisaalta suhteet eivät 
olleet Sekoitusnäytteet 1:n kohdalla aivan oikeat naisperäisen DNA-pitoisuuden muu-
tuttua radikaalisti, joten haluttiin myös varmistua suhteiden oikeellisuudesta. Sekoitus-
näytteet 2:n tuloksista laskettiin näytteiden keskiarvot, jotka on esitetty taulukossa 6. 
Taulukko 6. Sekoitusnäytteet 2 näytteiden keskiarvopitoisuudet ng/µl. 
Näyte Quantiplex HYres atDNA HYres Y-DNA Quantifiler Y 
M_0,06 0,0711 0,0708 0,0406 0,0426 
S2_1:5 0,4353 0,5033 0,0373 0,0327 
S2_1:50 3,283 3,842 0,0235 0,0387 
S2_1:500 30,84 25,64 0,0015 0,0277 
F 41,64 30,51 0 0 
Sekoitusnäytteet 2 näytteiden pitoisuudet ovat esitetty pikogrammoina kuvassa 14. 
 
Kuva 14. Sekoitusnäytteet 2, joissa miesperäistä DNA:ta 60 pg/µl ja naisperäistä DNA:ta nou-
sevassa suhteessa. 
Kuvassa 14 on havaittavissa sama trendi Y-DNA:n suhteen kuin Sekoitusnäytteet 
1:ssä. Verrattaessa tuloksia vanhan menetelmän suhteen on muutos Y-DNA:n mittauk-
sessa radikaali, kun läsnä on paljon naisperäistä DNA:ta. Menetelmä ei ole yhtä selek-
tiivinen kuin odotettiin ja pohdittavaksi jää, mikä painoarvo selektiivisyydelle halutaan 
antaa verrattaessa sitä esimerkiksi saavutettavaan herkkyyteen ja tarkkuuteen. 
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5.5 Pilottinäytteet 
Näytteiden saamat tulokset Quantifiler Y:llä ja tuloksista lasketut keskiarvot HYres:llä, 
sekä näytteistä määritetyt Y-STR-lokukset on esitetty taulukossa 7. 
Taulukko 7. Näytteistä määritetyt DNA-pitoisuudet HYres:llä, sekä Quantifiler Y:llä, ja näyt-
teistä määritettyjen Y-STR lokusten määrä. 
Näyte 
HYres atDNA 
(    
HYres 
Y-DNA (  ) 
Quantifiler Y 
Y-STR 
lokusta 
1205506101 0,1099 0,0108 0,0000 
 
1205506103 0,0987 0,0073 0,0000 
 
1205506119 0,1650 0,0088 0,0000 
 
1205506207 0,0204 0,0057 0,0000 7/17 
1205506208 0,0145 0,0002 0,0000 
 
1205506011 0,0071 0,0010 0,0000 
 
1205506009 0,0110 0,0010 0,0000 
 
1205506005 0,0082 0,0014 0,0000 3/17 
1205505905 0,1617 0,0612 0,0246 17/17 
1205506003 0,0014 0,0003 0,0000 2/17 
1205506007 0,0133 0,0018 0,0000 
 
1205505902 0,0116 0,0003 0,0000 
 
1205505906 0,0257 0,0004 0,0000 
 
1205506006 0,0239 0,0000 0,0000 
 
1205505904 0,0169 0,0002 0,0000 
 
1205506004 0,0139 0,0000 0,0000 
 
1205505805 0,0291 0,0035 0,0000 7/17 
1205505715 0,2102 0,0728 0,0184 17/17 
1205505803 0,0405 0,0038 0,0000 6/17 
1205505815 0,0226 0,0026 0,0000 1/17 
1205505703 0,3826 0,1686 0,0485 17/17*
 
1205505801 0,0152 0,0042 0,0000 5/17 
1205505705 0,1640 0,0559 0,0071 17/17 
1205505807 0,0090 0,0017 0,0000 3/17 
1205505706 0,0082 0,0001 0,0000 
 
1205505816 0,0504 0,0000 0,0000 
 
1205505720 0,0151 0,0002 0,0000 
 
1205505714 0 0,0001 0,0000 
 
1205505808 0,0086 0,0001 0,0000 
 
1205505704 0,0324 0,0011 0,0000 
 
1205505722 0,0250 0,0009 0,0000 
 
1205505522 0,4940 0,0142 0,0199 17/17 
1205505512 0,3024 0,0109 0,0000 17/17 
1205505510 0,4256 0,0169 0,0000 17/17 
1205505511 0 0,0008 0,0000 8/17 
1205505508 0,3480 0,0104 0,0000 17/17 
1205505509 0,0046 0,0017 0,0000 8/17 
1205505521 0,0148 0,0088 0,0000 16/17 
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Taulukossa 7. on tähdellä merkitty näytteen 1205505703 saama tunniste. Näyte sai 
HYres-menetelmällä korkeamman pitoisuuden kuin Quantiplex-menetelmällä, minkä 
takia siitä tehtiin Y-STR-PCR sekä laimentamattomalla että 1:3-laimennoksella. Tästä 
näytteestä saatiin sekä laimentamattomalla että laimennetulla näytteellä täysi tunniste. 
Laimentamattoman näytteen tunniste oli kuitenkin ylivahva, ja tämän perusteella voi-
daan uuden menetelmän todeta olevan tarkempi. 
Näytteistä määritettyjen lokusten suhde DNA-pitoisuuksiin, jotka määritettiin vanhalla 
menetelmällä, vastaa hyvin käsitystä siitä, miksi uusi herkempi menetelmä olisi toivot-
tava. Kaikilla näytteillä, joilla saatiin monistettua Y-STR-alueita, saatiin myös kvantitoi-
tua Y-DNA uudella menetelmällä. Vanhalla Y-DNA-menetelmällä saatiin nollatulos 
kolmesta näytteestä, joista kuitenkin saatiin määritettyä täysi Y-STR-profiili. Näiden 
tulosten perusteella uusi menetelmä toisi lisää toivottua herkkyyttä ja tarkkuuta, sekä 
antaisi paremman korrelaation Y-DNA-pitoisuudenmäärityksen ja Y-STR-tunnisteen 
onnistumisen välille.  
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6 Yhteenveto 
Työn tavoitteena oli verifioida Qiagenin Investigator® Quantiplex HYres Kit -menetelmä, 
jolla voidaan määrittää samalla kertaa sekä atDNA että Y-DNA. Verifioinnilla haluttiin 
todentaa menetelmän toimivan RTL:n DNA-ryhmän laboratoriossa vähintään yhtä her-
kästi ja tarkasti kuin tällä hetkellä käytössä olevat kaksi erillistä menetelmää. Verifioin-
nin jälkeen menetelmä voidaan ottaa käyttöön ja hakea sille akkreditointia. 
Verifiointi toteutettiin mukaillen testauslaboratorion pätevyydelle asetettuja vaatimuksia 
[6]. Työssä testatut parametrit olivat herkkyys, tarkkuus, lineaarinen mittausalue, tois-
tettavuus ja selektiivisyys. Testit tehtiin DNA:n pitoisuusalueella 0,0016 –125 ng/µl. 
Testauksessa käytettiin apuna vertailua jo käytössä oleviin DNA-
pitoisuudenmääritysmenetelmiin. 
Herkkyys ja tarkkuus olivat sitä mitä menetelmältä odotettiinkin, vaikka suurinta käytet-
tyä pitoisuutta ei atDNA:lla saatukaan määritettyä luotettavasti. Menetelmän herkkyy-
destä paras osoitus oli pilottinäytteiden tuloksissa, jotka osoittivat selkeästi uuden ja 
vanhan menetelmän eron määritettäessä miesperäistä DNA:ta. Koska varsinaisissa 
testeissäkin HYres oli selvästi herkempi ja tarkempi Y-DNA:n pitoisuudenmääritykses-
sä kuin Quantifiler Y ja menestyi hyvin myös atDNA:n osalta verrattuna Quantiplex:in 
tuloksiin, voidaan menetelmän todeta täyttävän sille asetetut tavoitteet näiden paramet-
rien osalta. 
Tulosten toistettavuus todettiin riittäväksi, koska tulosten suhteellinen keskihajonta ei 
ollut suurempaa päivien välillä kuin päivien sisälläkään. Menetelmän mittausalue Y-
DNA:n osalta oli lineaarinen koko tutkitulla alueella, ja atDNA:n osalta mittausalue oli 
lineaarinen 25 ng/µl:aan asti. Menetelmän selektiivisyys Y-DNA:lle kärsi, kun läsnä oli 
suuri määrä naisen DNA:ta. Uudella menetelmällä saavutettava herkkyys ja tarkkuus 
koettiin kuitenkin tärkeämmiksi, ja toisaalta pilottinäytteistä, jotka myös edustivat sekoi-
tusnäytteitä, saatiin hyviä tuloksia. 
Investigator® Quantiplex HYres Kit -menetelmän voidaan todeta soveltuvan DNA-
pitoisuuden määritykseen RTL:n DNA-ryhmän laboratoriossa. Menetelmällä saavute-
taan suurempi herkkyys ja tarkkuus sekä säästetään aikaa ja resursseja. Menetelmä 
tullaan ottamaan käyttöön vuoden 2013 aikana, ja sille haetaan akkreditointia. 
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Vertailutestien tulokset 
Hyres_A1 
     atDNA/Vihreä kanava 
 
Y-DNA/Punainen kanava   
Name Ct  (ng/ul) Name Ct  (ng/ul) 
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
0,0016 ng/µl 30,97 0,002660808 0,0016 ng/µl 34,93 0,00039227 
0,0016 ng/µl 31,02 0,002582249 0,0016 ng/µl 32,81 0,001713086 
0,0016 ng/µl 31,49 0,001872483 0,0016 ng/µl 33,55 0,001023132 
0,0016 ng/µl 31,91 0,001407816 0,0016 ng/µl 33,57 0,001007799 
0,0016 ng/µl 32,68 0,000835404 0,0016 ng/µl 33,46 0,001090656 
0,008 ng/µl 28,87 0,011098658 0,008 ng/µl 31,41 0,004532349 
0,008 ng/µl 28,69 0,012460553 0,008 ng/µl 30,8 0,006898602 
0,008 ng/µl 28,87 0,011058587 0,008 ng/µl 31,2 0,005256891 
0,008 ng/µl 29,54 0,007014527 0,008 ng/µl 30,98 0,006092217 
0,008 ng/µl 29,95 0,005312124 0,008 ng/µl 31,01 0,005969973 
0,04 ng/µl 27,03 0,038495908 0,04 ng/µl 28,52 0,033826563 
0,04 ng/µl 26,96 0,040307574 0,04 ng/µl 28,79 0,027965168 
0,04 ng/µl 27,13 0,03603219 0,04 ng/µl 28,53 0,033610366 
0,04 ng/µl 27,13 0,035846487 0,04 ng/µl 28,57 0,032637574 
0,04 ng/µl 26,38 0,059694574 0,04 ng/µl 28,55 0,033106701 
0,2 ng/µl 24,72 0,184136086 0,2 ng/µl 26,33 0,154282026 
0,2 ng/µl 24,99 0,153672789 0,2 ng/µl 26,43 0,144431081 
0,2 ng/µl 25,01 0,150996606 0,2 ng/µl 26,46 0,140948717 
0,2 ng/µl 24,87 0,166057235 0,2 ng/µl 26,49 0,138578338 
0,2 ng/µl 24,63 0,195914947 0,2 ng/µl 26,58 0,13013319 
1 ng/µl 22,71 0,715570166 1 ng/µl 24,05 0,753694276 
1 ng/µl 22,12 1,069645147 1 ng/µl 23,98 0,793691733 
1 ng/µl 21,93 1,220920933 1 ng/µl 23,62 1,021715744 
1 ng/µl 21,91 1,229785073 1 ng/µl 23,81 0,895037203 
1 ng/µl 21,69 1,433763957 1 ng/µl 23,93 0,821076103 
5 ng/µl 19,81 5,124332258 5 ng/µl 21,29 5,14534469 
5 ng/µl 19,62 5,821909449 5 ng/µl 21,28 5,174159245 
5 ng/µl 19,21 7,69563446 5 ng/µl 21,26 5,257223444 
5 ng/µl 19,37 6,875812511 5 ng/µl 21,27 5,199907621 
5 ng/µl 19,74 5,354411578 5 ng/µl 21,44 4,649427282 
25 ng/µl 17,93 18,2248957 25 ng/µl 18,69 31,35587681 
25 ng/µl 17,83 19,61746286 25 ng/µl 18,93 26,45887316 
25 ng/µl 18,01 17,32947927 25 ng/µl 19,14 22,90668441 
25 ng/µl 17,8 20,01162942 25 ng/µl 18,74 30,36029634 
25 ng/µl  - - 25 ng/µl - - 
125 ng/µl 17,18 30,42813496 125 ng/µl 16,72 123,5574789 
125 ng/µl 17,31 27,76152716 125 ng/µl 16,91 107,7466698 
125 ng/µl 17,27 28,53967667 125 ng/µl 16,87 111,1648961 
125 ng/µl 17,14 31,30528326 125 ng/µl 16,68 126,6363542 
125 ng/µl 17,19 30,22442601 125 ng/µl 16,74 121,6807486 
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HYres_A2 
atDNA/Vihreä kanava Y-DNA/Punainen kanava 
Name Ct  (ng/ul) Name Ct  (ng/ul) 
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
0,0016 ng/µl 39,29 0,000109 0,0016 ng/µl 31,06 0,001212 
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 31,72 0,000761 
0,0016 ng/µl 38,64 0,000161 0,0016 ng/µl 30,2 0,00224 
0,0016 ng/µl 34,94 0,001478 0,0016 ng/µl 30,89 0,001374 
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 30,06 0,002467 
0,008 ng/µl 32,49 0,006392 0,008 ng/µl 28,49 0,007479 
0,008 ng/µl 31,58 0,011015 0,008 ng/µl 28,82 0,005904 
0,008 ng/µl 31,78 0,009818 0,008 ng/µl 28,4 0,007992 
0,008 ng/µl 32,7 0,005659 0,008 ng/µl 28,2 0,009182 
0,008 ng/µl 32,46 0,006543 0,008 ng/µl 28,5 0,007441 
0,04 ng/µl 29,6 0,036128 0,04 ng/µl 26,29 0,035425 
0,04 ng/µl 29,53 0,037626 0,04 ng/µl 26,29 0,035485 
0,04 ng/µl 29,81 0,031822 0,04 ng/µl 26,37 0,033385 
0,04 ng/µl 29,44 0,039645 0,04 ng/µl 26,45 0,031702 
0,04 ng/µl 28,79 0,058613 0,04 ng/µl 26,07 0,04146 
0,2 ng/µl 27,27 0,145687 0,2 ng/µl 24 0,178281 
0,2 ng/µl 26,99 0,172613 0,2 ng/µl 24,54 0,121995 
0,2 ng/µl 27,12 0,159178 0,2 ng/µl 24,02 0,175897 
0,2 ng/µl 26,85 0,187738 0,2 ng/µl 24,16 0,159544 
0,2 ng/µl 27,07 0,164196 0,2 ng/µl 24,23 0,151309 
1 ng/µl 24,36 0,831901 1 ng/µl 21,98 0,743756 
1 ng/µl 24 1,027932 1 ng/µl 21,82 0,836009 
1 ng/µl 23,4 1,479365 1 ng/µl 21,59 0,981722 
1 ng/µl 23,7 1,233583 1 ng/µl 21,69 0,912441 
1 ng/µl 24,09 0,973802 1 ng/µl 21,9 0,785886 
5 ng/µl 20,95 6,389876 5 ng/µl 19,41 4,568855 
5 ng/µl 21,12 5,75561 5 ng/µl 19,19 5,351666 
5 ng/µl 20,96 6,349168 5 ng/µl 19,2 5,320246 
5 ng/µl 21,12 5,781944 5 ng/µl 19,5 4,293121 
5 ng/µl 20,9 6,585329 5 ng/µl 19,19 5,333689 
25 ng/µl 19,02 20,24844 25 ng/µl 16,73 30,40119 
25 ng/µl 18,43 28,78388 25 ng/µl 16,84 28,11351 
25 ng/µl 18,59 26,24231 25 ng/µl 17,13 22,92573 
25 ng/µl 18,48 28,01257 25 ng/µl 17,04 24,51132 
25 ng/µl 18,55 26,81757 25 ng/µl 17,18 22,14852 
125 ng/µl 18,09 35,29162 125 ng/µl 14,62 135,3154 
125 ng/µl 18,08 35,58281 125 ng/µl 14,64 133,2819 
125 ng/µl 18,05 36,18894 125 ng/µl 14,48 149,5619 
125 ng/µl 17,93 39,02456 125 ng/µl 14,29 170,3911 
125 ng/µl 18,03 36,75501 125 ng/µl 14,67 130,8931 
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HYres_A3 
atDNA/Vihreä kanava Y-DNA/Punainen kanava 
Name Ct (ng/ul) Name Ct (ng/ul) 
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
0,0016 ng/µl 34,04 0,001362 0,0016 ng/µl 33,46 0,000931 
0,0016 ng/µl 35,71 0,000466 0,0016 ng/µl 33,68 0,000798 
0,0016 ng/µl 35,16 0,000664 0,0016 ng/µl 32,8 0,001478 
0,0016 ng/µl 33,55 0,001863 0,0016 ng/µl 33,84 0,000716 
0,0016 ng/µl 37,86 0,000117 0,0016 ng/µl 34,02 0,000627 
0,008 ng/µl 31,23 0,008279 0,008 ng/µl 30,74 0,006312 
0,008 ng/µl 30,78 0,010995 0,008 ng/µl 30,39 0,008042 
0,008 ng/µl 31,77 0,005827 0,008 ng/µl 30,64 0,006746 
0,008 ng/µl 31,6 0,006502 0,008 ng/µl 30,58 0,007054 
0,008 ng/µl 31,34 0,007712 0,008 ng/µl 30,64 0,006775 
0,04 ng/µl 28,77 0,040003 0,04 ng/µl 28,67 0,026991 
0,04 ng/µl 29,27 0,029057 0,04 ng/µl 28,73 0,025939 
0,04 ng/µl 28,93 0,036009 0,04 ng/µl 28,69 0,026732 
0,04 ng/µl 28,99 0,034686 0,04 ng/µl 28,67 0,027025 
0,04 ng/µl 28,68 0,042328 0,04 ng/µl 28,56 0,029261 
0,2 ng/µl 26,89 0,133203 0,2 ng/µl 26,47 0,126914 
0,2 ng/µl 26,9 0,132585 0,2 ng/µl 26,7 0,107694 
0,2 ng/µl 26,9 0,13265 0,2 ng/µl 26,5 0,124182 
0,2 ng/µl 27,05 0,12061 0,2 ng/µl 26,78 0,102313 
0,2 ng/µl 26,75 0,146356 0,2 ng/µl 26,56 0,119293 
1 ng/µl 23,63 1,080973 1 ng/µl 23,81 0,825135 
1 ng/µl 23,82 0,957473 1 ng/µl 23,72 0,877843 
1 ng/µl 23,21 1,408486 1 ng/µl 23,52 1,013728 
1 ng/µl 23,76 0,991798 1 ng/µl 23,78 0,841169 
1 ng/µl 23,74 1,007939 1 ng/µl 23,68 0,902987 
5 ng/µl 20,86 6,392338 5 ng/µl 21,3 4,810711 
5 ng/µl 20,67 7,185156 5 ng/µl 21,28 4,887805 
5 ng/µl 20,71 7,014973 5 ng/µl 21,29 4,861293 
5 ng/µl 20,94 6,05745 5 ng/µl 21,32 4,74078 
5 ng/µl 20,92 6,131986 5 ng/µl 21,25 4,993219 
25 ng/µl 18,4 30,95402 25 ng/µl 18,79 28,11207 
25 ng/µl 18,78 24,16069 25 ng/µl 19,08 22,95404 
25 ng/µl 18,74 24,75893 25 ng/µl 19,1 22,6109 
25 ng/µl 18,81 23,79705 25 ng/µl 19,12 22,27756 
25 ng/µl 18,83 23,43889 25 ng/µl 18,98 24,60488 
125 ng/µl 17,85 43,86221 125 ng/µl 16,51 139,3988 
125 ng/µl 17,91 42,14786 125 ng/µl 16,71 120,9152 
125 ng/µl 17,78 45,85891 125 ng/µl 16,43 147,2522 
125 ng/µl 17,7 48,27602 125 ng/µl 16,33 158,3054 
125 ng/µl 17,78 46,06126 125 ng/µl 16,41 150,0508 
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HYres_A4 
atDNA/Vihreä kanava Y-DNA/Punainen kanava 
Name Ct  (ng/ul) Name Ct  (ng/ul) 
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
0,0016 ng/µl 34,84 0,00085 0,0016 ng/µl 30,65 0,00121 
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 31,25 0,0008 
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 31,23 0,00081 
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 30,16 0,0017 
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 31,3 0,00077 
0,008 ng/µl 31,88 0,00584 0,008 ng/µl 28,41 0,00577 
0,008 ng/µl 31,47 0,00759 0,008 ng/µl 28,3 0,00624 
0,008 ng/µl 31,18 0,00915 0,008 ng/µl 28,14 0,007 
0,008 ng/µl 32,4 0,00415 0,008 ng/µl 28,38 0,00591 
0,008 ng/µl 33,15 0,00256 0,008 ng/µl 27,91 0,0082 
0,04 ng/µl 28,31 0,05886 0,04 ng/µl - - 
0,04 ng/µl 28,88 0,04083 0,04 ng/µl 25,99 0,03137 
0,04 ng/µl 28,28 0,05991 0,04 ng/µl 26,1 0,02908 
0,04 ng/µl 28,67 0,04668 0,04 ng/µl 26,52 0,02163 
0,04 ng/µl 28,35 0,05722 0,04 ng/µl 26,15 0,02813 
0,2 ng/µl 26,37 0,20636 0,2 ng/µl 23,88 0,13728 
0,2 ng/µl 25,92 0,2772 0,2 ng/µl 23,73 0,15245 
0,2 ng/µl 25,88 0,28414 0,2 ng/µl 23,76 0,14943 
0,2 ng/µl 25,86 0,28867 0,2 ng/µl 23,62 0,16457 
0,2 ng/µl 25,6 0,34065 0,2 ng/µl 23,29 0,20686 
1 ng/µl 23,71 1,15804 1 ng/µl 21,33 0,81456 
1 ng/µl 23,59 1,25675 1 ng/µl 21,37 0,79185 
1 ng/µl 23,03 1,80731 1 ng/µl 20,74 1,23356 
1 ng/µl 23,79 1,10137 1 ng/µl 21,57 0,68688 
1 ng/µl 23,53 1,30583 1 ng/µl 21,14 0,9336 
5 ng/µl 21,43 5,08175 5 ng/µl 18,99 4,17862 
5 ng/µl 21,42 5,12716 5 ng/µl 18,83 4,66349 
5 ng/µl 21,48 4,92229 5 ng/µl 19,02 4,08754 
5 ng/µl 21,22 5,83607 5 ng/µl 18,58 5,56731 
5 ng/µl 21,54 4,7408 5 ng/µl 18,82 4,70243 
25 ng/µl 18,72 29,43341 25 ng/µl 16,08 31,97986 
25 ng/µl 19,26 20,75245 25 ng/µl 16,49 24,02291 
25 ng/µl 19,41 18,85953 25 ng/µl 16,24 28,48856 
25 ng/µl 19,15 22,22841 25 ng/µl 16,55 22,92972 
25 ng/µl 19,14 22,4548 25 ng/µl 16,29 27,60229 
125 ng/µl 17,98 47,56467 125 ng/µl 14,25 115,0152 
125 ng/µl 18,09 44,35155 125 ng/µl 14,2 118,5109 
125 ng/µl 17,96 48,00162 125 ng/µl 14,18 120,4986 
125 ng/µl 17,81 52,9633 125 ng/µl 13,51 192,6176 
125 ng/µl 17,94 48,68262 125 ng/µl 13,78 159,2144 
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HYres_A5 
atDNA/Vihreä kanava Y-DNA/Punainen kanava 
Name Ct  (ng/ul) Name Ct  (ng/ul) 
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl. 39,33 4,88E-06 
0,0016 ng/µl 33,66 0,001519 0,0016 ng/µl 32,61 0,000564 
0,0016 ng/µl 34,88 0,000765 0,0016 ng/µl 32,05 0,000837 
0,0016 ng/µl 35,61 0,000506 0,0016 ng/µl 31,7 0,001071 
0,0016 ng/µl 34,58 0,000905 0,0016 ng/µl 31,05 0,001698 
0,0016 ng/µl 34,39 0,001009 0,0016 ng/µl 32,03 0,000845 
0,008ng/µl 31,58 0,00491 0,008ng/µl 29,49 0,00509 
0,008ng/µl 30,35 0,009835 0,008ng/µl 29,2 0,006263 
0,008ng/µl 31,28 0,005835 0,008ng/µl 29,26 0,00602 
0,008ng/µl 30,61 0,00851 0,008ng/µl 29,23 0,006135 
0,008ng/µl 32,43 0,00305 0,008ng/µl 29,48 0,005125 
0,04ng/µl 28,37 0,030103 0,04ng/µl 27,15 0,026673 
0,04ng/µl 28,43 0,029096 0,04ng/µl 27,44 0,021676 
0,04ng/µl 28,77 0,023968 0,04ng/µl 27,09 0,027795 
0,04ng/µl 28,1 0,035042 0,04ng/µl 27,19 0,02591 
0,04ng/µl 27,65 0,045291 0,04ng/µl 27,08 0,027935 
0,2ng/µl 25,31 0,168909 0,2ng/µl 24,8 0,139879 
0,2ng/µl 25,37 0,163544 0,2ng/µl 24,98 0,123721 
0,2ng/µl 25,52 0,150636 0,2ng/µl 24,71 0,149485 
0,2ng/µl 25,2 0,180097 0,2ng/µl 24,8 0,140203 
0,2ng/µl 25,15 0,184968 0,2ng/µl 24,86 0,134657 
1ng/µl 22,92 0,65173 1ng/µl 22,89 0,538577 
1ng/µl 22,63 0,765234 1ng/µl 22,78 0,582868 
1ng/µl 22,02 1,082124 1ng/µl 22,68 0,628684 
1ng/µl 22,87 0,668493 1ng/µl 22,94 0,522959 
1ng/µl 22,99 0,62481 1ng/µl 22,99 0,504603 
5ng/µl 18,93 6,180002 5ng/µl 19,84 4,648086 
5ng/µl 19,05 5,783632 5ng/µl 19,91 4,430588 
5ng/µl 19,5 4,486516 5ng/µl 20,06 3,991945 
5ng/µl 19,49 4,521411 5ng/µl 20,18 3,657719 
5ng/µl 19,36 4,843771 5ng/µl 20,07 3,950211 
25ng/µl 16,32 27,05046 25ng/µl 17,55 23,43128 
25ng/µl 16,74 21,31144 25ng/µl 17,64 22,02253 
25ng/µl 17 18,37048 25ng/µl 17,77 20,16598 
25ng/µl 16,43 25,32641 25ng/µl 17,66 21,77399 
25ng/µl 16,57 23,47865 25ng/µl 17,47 24,92491 
125ng/µl 17,25 15,9654 125ng/µl 15,16 126,8154 
125ng/µl 17,3 15,53493 125ng/µl 15,22 122,0558 
125ng/µl 17,28 15,69962 125ng/µl 15,1 132,1212 
125ng/µl 17,19 16,53541 125ng/µl 14,87 155,5935 
125ng/µl 17,17 16,68914 125ng/µl 15,03 138,9278 
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Quantiplex ajot 
Quantiplex_A1     Quantiplex_A2     
Name Ct (ng/ul) Name Ct (ng/µl) 
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
Neg. Ctrl.     Neg. Ctrl.     
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 38,19 0,00019 
0,0016 ng/µl 35,54 0,000684 0,0016 ng/µl 36,41 0,00057 
0,0016 ng/µl 33,9 0,002113 0,0016 ng/µl 38,71 0,00013 
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 35,54 0,001 
0,0016 ng/µl     0,0016 ng/µl 39,99 0,00006 
0,008 ng/µl 33,19 0,003452 0,008  ng/µl 32,45 0,00712 
0,008 ng/µl 32,32 0,006305 0,008  ng/µl 31,96 0,00973 
0,008 ng/µl     0,008  ng/µl 33,18 0,00449 
0,008 ng/µl 33,16 0,00353 0,008  ng/µl 32,9 0,00534 
0,008 ng/µl 31,89 0,008454 0,008  ng/µl 33,24 0,00431 
0,04 ng/µl 29,27 0,051492 0,04 ng/µl 30,04 0,033 
0,04 ng/µl 30,16 0,027915 0,04 ng/µl 30,4 0,02619 
0,04 ng/µl 29,38 0,047815 0,04 ng/µl 30,34 0,02717 
0,04 ng/µl 29,31 0,050236 0,04 ng/µl 30,1 0,03165 
0,04 ng/µl 29,16 0,055628 0,04 ng/µl 30,48 0,02484 
0,2 ng/µl 27,31 0,198965 0,2 ng/µl 27,75 0,14036 
0,2 ng/µl 27,18 0,217788 0,2 ng/µl 27,73 0,14296 
0,2 ng/µl 26,86 0,270296 0,2 ng/µl 27,51 0,16389 
0,2 ng/µl 27,27 0,203459 0,2 ng/µl 27,81 0,13561 
0,2 ng/µl 27,35 0,193397 0,2 ng/µl 27,54 0,16133 
1 ng/µl 25,64 0,625825 1 ng/µl 24,93 0,84495 
1 ng/µl 25,5 0,689002 1 ng/µl 25,12 0,74858 
1 ng/µl 24,81 1,114741 1 ng/µl 24,14 1,39021 
1 ng/µl 25,74 0,584803 1 ng/µl 24,96 0,82974 
1 ng/µl 25,37 0,756766 1 ng/µl 24,75 0,94292 
5 ng/µl 22,46 5,597376 5 ng/µl 22,12 5,01076 
5 ng/µl 22,97 3,95578 5 ng/µl 22,1 5,07549 
5 ng/µl 22,78 4,506461 5 ng/µl 22,09 5,10508 
5 ng/µl 22,76 4,554077 5 ng/µl 22,13 4,98655 
5 ng/µl 22,64 4,949672 5 ng/µl 22,29 4,513 
25 ng/µl 19,99 30,76466 25 ng/µl 19,36 28,99708 
25 ng/µl 20,54 20,98977 25 ng/µl 19,96 19,80139 
25 ng/µl 20,4 23,19387 25 ng/µl 20,13 17,7439 
25 ng/µl 20,62 19,91516 25 ng/µl 19,74 22,81529 
25 ng/µl 20,59 20,31687 25 ng/µl 19,94 20,08636 
125 ng/µl 17,5 171,0571 125 ng/µl 17,29 108,1193 
125 ng/µl 17,58 162,2142 125 ng/µl 17,71 82,63294 
125 ng/µl 17,43 179,3894 125 ng/µl 17,38 102,0635 
125 ng/µl 16,81 274,2208 125 ng/µl 16,99 130,2211 
125 ng/µl 17,47 174,3242 125 ng/µl 17,26 110,0744 
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QuantifilerY ajot 
Quantifiler Y_A1 QuantifilerY_A2 QuantifilerY_A3 
Description C(t) ng/ul Description C(t) ng/ul Description C(t) ng/ul 
0 N/A   0 N/A     N/A   
0,0016ng N/A 
 
0,0016ng N/A   0,0016 ng/µl N/A   
0,0016ng N/A   0,0016ng 39,79 0,000461 0,0016 ng/µl N/A   
0,0016ng N/A   0,0016ng N/A   0,0016 ng/µl N/A   
0,0016ng N/A   0,0016ng N/A   0,0016 ng/µl N/A   
0,0016ng N/A   0,0016ng N/A   0,0016 ng/µl N/A   
0,008ng 37,22 0,005873 0,008ng N/A   0,008 ng/µl N/A   
0,008ng 39,28 0,001477 0,008ng 36,81 0,00385 0,008 ng/µl 37,15 0,009728 
0,008ng N/A   0,008ng 38,88 0,000881 0,008 ng/µl N/A   
0,008ng 37,87 0,003799 0,008ng 35,16 0,01255 0,008 ng/µl 38,75 0,003568 
0,008ng N/A   0,008ng N/A   0,008 ng/µl 36,99 0,01075 
0,04ng 34,89 0,0281 0,04ng 35,1 0,01305 0,04 ng/µl 35,95 0,0205 
0,04ng 34,86 0,02857 0,04ng 34,93 0,01472 0,04 ng/µl 35,56 0,02622 
0,04ng 35,32 0,02096 0,04ng 35,99 0,00694 0,04 ng/µl 35,36 0,02964 
0,04ng 35,69 0,01638 0,04ng 34,38 0,02183 0,04 ng/µl 35,76 0,02307 
0,04ng 35,23 0,02239 0,04ng 34,52 0,01977 0,04 ng/µl 36,72 0,01269 
0,2ng 31,89 0,2088 0,2ng 31,93 0,1258 0,2 ng/µl 32,29 0,202 
0,2ng 31,71 0,236 0,2ng 31,92 0,1264 0,2 ng/µl 31,99 0,2435 
0,2ng 32,05 0,1879 0,2ng 32,07 0,1131 0,2 ng/µl 32,86 0,1415 
0,2ng 31,9 0,2078 0,2ng 32,14 0,1081 0,2 ng/µl 32,26 0,2053 
0,2ng 31,88 0,2109 0,2ng 32,24 0,1005 0,2 ng/µl 32,54 0,1722 
1ng 29,72 0,8945 1ng 29,82 0,5649 1 ng/µl 30,16 0,7642 
1ng 29,8 0,8501 1ng 29,68 0,6226 1 ng/µl 30,05 0,8151 
1ng 29,75 0,8763 1ng 29,6 0,6627 1 ng/µl 30,14 0,7723 
1ng 29,45 1,075 1ng 29,43 0,7459 1 ng/µl 29,71 1,008 
1ng 29,55 1,008 1ng 29,82 0,5652 1 ng/µl 29,82 0,9442 
5ng 27,07 5,289 5ng 26,75 5,064 5 ng/µl 27,28 4,613 
5ng 26,99 5,582 5ng 26,74 5,097 5 ng/µl 27,25 4,689 
5ng 26,99 5,582 5ng 26,68 5,315 5 ng/µl 27,25 4,676 
5ng 27,16 4,97 5ng 26,91 4,504 5 ng/µl 27,59 3,803 
5ng 26,8 6,334 5ng 26,99 4,251 5 ng/µl 27,9 3,13 
25ng 24,58 28,07 25ng 24,56 24,03 25 ng/µl 24,72 22,75 
25ng 24,5 29,7 25ng 24,38 27,35 25 ng/µl 24,82 21,32 
25ng 24,67 26,42 25ng 24,35 27,96 25 ng/µl 24,8 21,68 
25ng 24,69 26,06 25ng 24,44 26,27 25 ng/µl 25,01 19,01 
25ng 24,8 24,21 25ng 24,27 29,58 25 ng/µl 24,87 20,74 
125ng 22,81 91,8 125ng 22 149,6 125 ng/µl 22,33 100,9 
125ng 22,57 107,7 125ng 22,1 138,9 125 ng/µl 22,55 88,06 
125ng 22,44 117,9 125ng 22,31 120,1 125 ng/µl 22,64 83,15 
125ng 22,46 116,4 125ng 21,99 151 125 ng/µl 22,37 98,35 
125ng 22,13 144,7 125ng 22,09 140,2 125 ng/µl 22,15 113 
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Sekoitusnäytteiden tulokset 
Sekoitusnäytteet 1 
Quantiplex 
  
HYres atDNA 
Vihreä kanava 
  
HYres Y-DNA 
Punainen kanava  
   
Name C (ng/ul) Name C (ng/ul) Name C (ng/ul) 
S_1:1 000 9,4034 S_1:1 000 10,889 S_1:1 000 0,0001 
S_1:1 000 8,3197 S_1:1 000 9,5743 S_1:1 000 0,0001 
S_1:1 000 10,983 S_1:1 000 10,198 S_1:1 000 0,0004 
S_1:1 000 8,8246 S_1:1 000 9,8801 S_1:1 000 7,49E-05 
S_1:1 000 9,1463 S_1:1 000 9,7049 S_1:1 000   
S_1:500 4,2182 S_1:500 5,1999 S_1:500 0,0083 
S_1:500 5,3999 S_1:500 7,4685 S_1:500 0,0031 
S_1:500 4,2348 S_1:500 5,1873 S_1:500 0,0035 
S_1:500 4,7336 S_1:500 6,0207 S_1:500 0,0063 
S_1:500 4,0296 S_1:500 0,0871 S_1:500   
S_1:200 1,3285 S_1:200 2,4034 S_1:200 0,0117 
S_1:200 1,7168 S_1:200 2,3687 S_1:200 0,0087 
S_1:200 1,7284 S_1:200 2,3584 S_1:200 0,0104 
S_1:200 1,6626 S_1:200 2,8010 S_1:200 0,0128 
S_1:200 2,1426 S_1:200 3,1049 S_1:200 0,0111 
S_1:20 0,1615 S_1:20 0,2253 S_1:20 0,0155 
S_1:20 0,1725 S_1:20 0,2341 S_1:20 0,0129 
S_1:20 0,1577 S_1:20 0,2655 S_1:20 0,0179 
S_1:20 0,1867 S_1:20 0,2544 S_1:20 0,0173 
S_1:20 0,1837 S_1:20 0,2134 S_1:20 0,0152 
S_1:2 0,0300 S_1:2 0,0463 S_1:2 0,0206 
S_1:2 0,0309 S_1:2 0,0452 S_1:2 0,0151 
S_1:2 0,0407 S_1:2 0,0507 S_1:2 0,0252 
S_1:2 0,0344 S_1:2 0,0396 S_1:2 0,0185 
S_1:2 0,0323 S_1:2 0,0442 S_1:2 0,0190 
S_1:0 0,0135 S_1:0 0,0165 S_1:0 0,0191 
S_1:0 0,0121 S_1:0 0,0141 S_1:0 0,0173 
S_1:0 0,0125 S_1:0 0,0008 S_1:0 0,0136 
S_1:0 0,0127 S_1:0 0,0158 S_1:0 0,0146 
S_1:0 0,0135 S_1:0 0,0146 S_1:0 0,0134 
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F_0,08 ng/µl 0,0216 F_0,08 ng/µl 0,0393 F_0,08 ng/µl   
F_0,08 ng/µl 0,0169 F_0,08 ng/µl 0,0324 F_0,08 ng/µl   
F_0,08 ng/µl 0,0298 F_0,08 ng/µl 0,0322 F_0,08 ng/µl   
F_0,08 ng/µl 0,0305 F_0,08 ng/µl 0,0403 F_0,08 ng/µl   
F_0,08 ng/µl 0,0235 F_0,08 ng/µl 0,0417 F_0,08 ng/µl   
F_0,8 ng/µl 0,2683 F_0,8 ng/µl 0,4072 F_0,8 ng/µl   
F_0,8 ng/µl 0,2819 F_0,8 ng/µl 0,4818 F_0,8 ng/µl   
F_0,8 ng/µl 0,3126 F_0,8 ng/µl 0,4372 F_0,8 ng/µl   
F_0,8 ng/µl 0,2740 F_0,8 ng/µl 0,4229 F_0,8 ng/µl   
F_0,8 ng/µl 0,2627 F_0,8 ng/µl 0,4579 F_0,8 ng/µl   
F_8 ng/µl 3,0105 F_8 ng/µl 4,3310 F_8 ng/µl   
F_8 ng/µl 4,6858 F_8 ng/µl 4,9019 F_8 ng/µl   
F_8 ng/µl 3,4741 F_8 ng/µl 4,8278 F_8 ng/µl   
F_8 ng/µl 3,6637 F_8 ng/µl 4,5831 F_8 ng/µl   
F_8 ng/µl 3,4838 F_8 ng/µl 4,5643 F_8 ng/µl   
F_20 ng/µl 9,4951 F_20 ng/µl 10,000 F_20 ng/µl   
F_20 ng/µl 9,7982 F_20 ng/µl 10,159 F_20 ng/µl   
F_20 ng/µl 9,1802 F_20 ng/µl 9,0936 F_20 ng/µl   
F_20 ng/µl 9,6991 F_20 ng/µl 9,4068 F_20 ng/µl   
F_20 ng/µl 11,711 F_20 ng/µl 12,635 F_20 ng/µl   
F_40 ng/µl 18,633 F_40 ng/µl 16,131 F_40 ng/µl   
F_40 ng/µl 16,894 F_40 ng/µl 15,845 F_40 ng/µl   
F_40 ng/µl 20,636 F_40 ng/µl 15,373 F_40 ng/µl   
F_40 ng/µl 19,290 F_40 ng/µl 16,988 F_40 ng/µl   
F_40 ng/µl 24,348 F_40 ng/µl 22,290 F_40 ng/µl   
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Sekoitusnäytteet 2 
 
Quantiplex 
  
HYres atDNA 
Vihreä kanava 
  
HYres Y-DNA 
Punainen kanava 
  
Quantifiler Y 
  
Name C (ng/µl) Name C (ng/ul) Name C (ng/ul) Name C (ng/ul) 
S2_1:5 0,4186 S2_1:5 0,4877 S2_1:5 0,0363 S2_1:5 0,0285 
S2_1:5 0,4076 S2_1:5 0,5194 S2_1:5 0,0356 S2_1:5 0,0453 
S2_1:5 0,4597 S2_1:5 0,5337 S2_1:5 0,0414 S2_1:5 0,0410 
S2_1:5 0,4491 S2_1:5 0,4927 S2_1:5 0,0389 S2_1:5 0,0203 
S2_1:5 0,4413 S2_1:5 0,4832 S2_1:5 0,0340 S2_1:5 0,0283 
S2_1:50 3,1671 S2_1:50 3,6256 S2_1:50 0,0281 S2_1:50 0,0277 
S2_1:50 4,2252 S2_1:50 4,1262 S2_1:50 0,0211 S2_1:50 0,0517 
S2_1:50 2,5046 S2_1:50 3,5992 S2_1:50 0,0188 S2_1:50 0,0421 
S2_1:50 3,5130 S2_1:50 3,7977 S2_1:50 0,0257 S2_1:50 0,0325 
S2_1:50 3,0029 S2_1:50 4,0623 S2_1:50 0,0241 S2_1:50 0,0394 
S2_1:500 30,769 S2_1:500 25,105 S2_1:500 0,0010 S2_1:500 0,0367 
S2_1:500 29,886 S2_1:500 23,128 S2_1:500 0,0011 S2_1:500 0,0283 
S2_1:500 28,104 S2_1:500 24,475 S2_1:500 0,0006 S2_1:500 0,0290 
S2_1:500 30,145 S2_1:500 23,555 S2_1:500 0,0028 S2_1:500 0,0127 
S2_1:500 35,289 S2_1:500 31,942 S2_1:500 0,0017 S2_1:500 0,0317 
SV_0,06 0,0641 SV_0,06 0,0651 SV_0,06 0,0404 SV 0,06  0,0498 
SV_0,06 0,0693 SV_0,06 0,0631 SV_0,06 0,0371 SV 0,06  0,0317 
SV_0,06 0,0782 SV_0,06 0,0736 SV_0,06 0,0410 SV 0,06  0,0447 
SV_0,06 0,0704 SV_0,06 0,0691 SV_0,06 0,0391 SV 0,06  0,0612 
SV_0,06 0,0736 SV_0,06 0,0832 SV_0,06 0,0456 SV 0,06  0,0257 
F 31,501 AH 28,280 F   F   
F 40,420 AH 28,425 F   F   
F 52,575 AH 34,901 F   F   
F 38,827 AH 28,837 F   F   
F 44,893 AH 32,083 F   F   
 
